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要旨 
 
人間の体を覆う皮膚は，生体と外界との間の防御壁として重要な役割を果たしている。
特に，皮膚最外層に位置する角層は，異物の侵入や過度な水分蒸散から生体を保護するバ
リア機能の中心的な役割を担っている。角層は，主に脱核した角質細胞とその間を埋める
細胞間脂質から構成されており，角層のバリア機能には細胞間脂質の分子配列構造が重要
であることが示唆されている。細胞間脂質分子の側方充填配列は，Orthorhombic 構造，
Hexagonal 構造および流動相をとることが知られている。その存在比率や存在様態が皮膚
バリア機能と関係していることが示唆されているが，構造と機能の間の定量的な相関の報
告は少ない。角層の細胞間脂質は生理学的な温度領域でOrthorhombic構造からHexagonal
構造へ相転移することが知られていることから，生物学的に重要な意味を含んでいること
が推測される。そこで本研究では，特に生理的温度近傍での脂質分子充填配列構造の温度
相転移挙動の詳細な解析を行なった。 
角層の構造を解析する上で X 線回折は重要な手法として用いられてきたが，測定には多
量の角層を要するため，非侵襲的に研究することは難しい。そこで本研究では，少量の試
料で非侵襲的にヒト角層の構造解析を行うことが可能である電子線回折法を用いて研究を
行ってきた。一方で，電子線回折法は試料に対する電子線損傷の影響が大きいという問題
があった。そこで我々は，検出器に高感度のCCDカメラを用いることで露光時間を短縮し，
試料に対する電子線損傷を軽減させた「低照射量電子線回折法(LFED)」を開発した。本手
法は，1 個の角質細胞から信頼性のある回折像を複数枚取得することが可能であり，角層構
造の動的な変化を捉えることに成功した。 
ヒト皮膚から非侵襲的に 1 層の角質細胞層を剥離し，1 個の角質細胞上の細胞間脂質の微
細構造の 24°C から 100°C の間での温度相転移挙動を解析した。また，ヒト皮膚から摘出
した角層シートの構造を解析し，剥離してきた 1 個の角質細胞の構造との違いを評価した。
1 個の角質細胞は低照射量電子線回折を用い，また角層シートは放射光 X 線回折を用いて
構造解析を行った。その結果，両試料は基本的に同様の温度依存性を示すことを明らかに
した。これは，細胞間脂質の構造特性が剥離による力学的な力を受けても維持されている
ことを示唆している。また，低照射量電子線回折法は，ヒト角層の細胞間脂質が
Orthorhombic 構造と Hexagonal 構造のドメインの分布様式の違いにより，少なくとも 3
種類の異なる温度相転移挙動を示す領域を含んでおり，その分布様式が温度相転移の振る
舞いに影響していることを明らかにした。さらに，放射光 X 線による角層構造の解析から，
脂質分子充填配列構造が温度に対してヒステリシスがあること，および異なる緩和時間を
与える成分があることを示唆する結果を得た。これらの結果から，脂質分子充填配列構造
ドメイン間において脂質成分の交換がなされることで新たなドメインが形成され，温度相
転移挙動に影響を与えているのではないかと考えた。 
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第 1 章 序論 
 
1-1. 皮膚角層の構造と機能 
 
 私たちの体は，様々な外部環境から身を守るために皮膚という多層構造の膜で覆われて
いる。皮膚は組成や構造の違いにより，内側から皮下組織，真皮，表皮に分けられる(図 1-1)。
さらに表皮は，その 95%を占める角化細胞の分化の過程での形態的な特徴から，内側から
基底層，有棘層，顆粒層，角層に分けられる。中でも最外層である角層は，生体と外界の
境界面に位置し，アレルゲンの侵入や体内からの過度な水分の蒸散を防ぐバリア機能を有
している。角層は，生体を外界から隔離し生体の恒常性を維持し続けるための重要な役割
を担っている。 
角層は，主にケラチンと呼ばれる繊維性のタンパク質で満たされた角質細胞と，その周
りを取り囲む細胞間脂質から形成されており(図 1-1)，その形状から“レンガ・モルタルモデ
ル”と呼ばれる。角層は部位により異なるが[1]，およそ 1µm の厚みをもつ角質細胞が 10～
20 層積み重なっており，角層全体では 10～20µm の厚さである。角質細胞は，基底層で細
胞分裂した角化細胞が分化を繰り返し上層へと押し上げられ，顆粒層から角層へと至る間
に脱核を伴う劇的な変化によって生じる。角質細胞同士はデスモソームと呼ばれる細胞同
士を接着させるタンパク質によって結合しているが，代謝によって分解され，正常な角層
では 1 日に 1 層ずつ垢として剥がれていく。この一連の過程は，正常な表皮ではおよそ 1
か月とされている。このように，角層は日々新しい角層へと更新されることで，皮膚バリ
ア機能を保っている。 
角質細胞中には，ケラチンの他にアミノ酸などの天然保湿因子(NMF)が含まれており，
水分を蓄える保湿機能を有している。そのため，角層表層に存しているおよそ 30wt%の水
分[2]のほとんどは角質細胞内に含まれている。また，角層内の水分含量にはグラジエント
があることが報告されており，下方に行くにつれ水含量が増加する[2]。一方で，細胞間脂
質の形成過程については，顆粒細胞から角層の細胞間隙へラメラボディ中に含まれる脂質
が放出される説[3]，あるいは，三次元キュービック構造から二次元の層構造への連続的な
変化により細胞間脂質が形成される説[4]，が提唱されている。そして，細胞間脂質は角層
のバリア機能に重要な役割を果たしていると考えられている [5]。また，細胞間脂質が角層
内外における物質の主な浸透経路であることが共焦点レーザー顕微鏡により観察されてい
る[6]。 
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図 1-1. 皮膚角層の構造 
 
 
 
  
角層内に存在する細胞間脂質は，角質細胞間の隙間を満たして
おり，外部からの異物の侵入や，乾燥から生体を防ぐ，角層の
バリア機能の一端を担う。 
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1-2. 細胞間脂質の構造 
 
細胞間脂質はセラミド，遊離脂肪酸，コレステロールのほぼ等モル比で構成されており
[7](図 1-2)，これらの組成比や構造が機能に影響を及ぼすことが報告されている。セラミド
は，ほ乳類の他の組織においてはコレステロールやリン脂質に比べマイナーな成分である
が，角層では細胞間脂質中の構成成分の重量比およそ 50%と主要な成分である[8]。セラミ
ドは，長鎖アミノアルコールを骨格としてもつスフィンゴ塩基のアミノ基と遊離脂肪酸の
カルボキシル基がアミド結合してできており，2 本の非極性の飽和炭化水素鎖と小さな極性
部から構成されている。ヒトの細胞間脂質では 12 種類のセラミドが特定されており
[9-13](図 1-3)，4 種類のスフィンゴ塩基 (sphingosine (S)，phytosphingosine (P)，
6-hydroxysphingosine (H)，dihydrosphingosine (dS))と 3種類の脂肪酸(non- hydroxylated 
(N)，α-hydroxylated (A)，ω-hydroxy fatty acid to which an unsaturated linoleic acid is 
ester-linked (EO))の組み合わせにより分類されている。 
これらの組成は，皮膚病患者と健常者で異なることが報告されている。アトピーの皮膚
では，健常者の皮膚よりセラミド 1(CER[EOS])が著しく少ないことからセラミド 1 がバリ
ア機能に重要と考えられており[14]，魚鱗癬の皮膚は健常者に比べて遊離脂肪酸が少ないこ
とが報告されている[15]。アトピーの患者と魚鱗癬の患者ともに経皮水分蒸散量(TEWL)が
健常者に比べて多く，バリア機能が低下しているとの報告がされていることから[16, 17]，
細胞間脂質の組成とバリア機能に関係があると考えられる。また，アトピーの患者ではセ
ラミドの炭化水素鎖の長さが短いものが顕著になることから，セラミドの炭化水素鎖長が
バリア機能に重要だという主張もされている[18]。さらに，部位や季節によってセラミドの
組成や量が異なり，それらが TEWL と水分含有量に寄与していることが示唆されている
[19]。 
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図 1-2. 細胞間脂質の構成要素とその構造式 
 
  
測定方法等により違いはあるが，細胞間脂質中には重量比で，およそセラミド 50%，
コレステロール 25%，遊離脂肪酸 10%含まれている[8]。また，細胞間脂質中の遊
離脂肪酸の鎖長は C22 と C24 のものが大部分を占めている[20]。 
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図 1-3. ヒト皮膚角層のセラミド 
 
  
炭化水素鎖の長さは，(N)および (A)では C24 から C26， (EO)では C30 から C34 が大部分を
占めている。 
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 細胞間脂質は膜面に垂直方向に周期構造をとって存在していることが知られており
[55-21, 56-22]，その層周期は 13nm と 6nm の 2 種類であることが報告されている 
[23-25](図 1-4)。13nm と 6nm はそれぞれトリラメラ構造とバイレイヤー構造をとってお
り[26-28]，13nm 周期を形成するにはセラミド 1 が必要である[29]。また，13nm の周期構
造は“サンドウィッチモデル”と呼ばれ，周期構造の中央部に長鎖セラミドの炭化水素鎖に結
合している不飽和脂肪酸が位置している[27, 28]。そして，この中央部は流動的になってお
り，物質の透過に関係していると考えられている。一方，6nm 周期の構造は中性子散乱や
X 線回折の実験から層間水が含まれていることが示唆されており，脂質層内で水分含有量の
調節が行われていると考えられている[25, 30]。さらに，X 線による小広角同時測定により，
OrtとHexはそれぞれ 6nmと 13nmとに関係しているのではないかという報告もされてい
る[31]。 
 
 
 
 
図 1-4. 細胞間脂質のラメラ構造 
 
 
 
 
 
 
  
角質細胞の表面は，コーニファイドエンベロープと呼ばれるインボルクリンやロリクリン
などのタンパク質から成る堅固な膜に覆われている。その最外部にω-ヒドロキシセラミ
ドが結合し，それが土台となり層構造をもつ細胞間脂質が形成される。細胞間脂質は膜面
に垂直方向に 6nm と 13nm の層周期構造を形成しており，6nm の周期構造には層間水の
存在が示唆されている[25, 30]。 
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 皮膚のバリア機能は組成比やラメラ構造の他に，細胞間脂質の炭化水素鎖の側方充填配
列構造とも関係していると考えられている。その配列構造は Liquid 相，Hexagonal 構造
(Hex)，Orthorhombic 構造(Ort)(図 1-5)の 3 種類が知られている。Hex と Ort は X 線回折
や電子線回折を用いて検出されている [23, 32, 33]。Hex と Ort は 0.41nm という同じ面間
隔をもっているため，X 線回折では得られるリング状の反射は重なってしまい，Hex と Ort
を区別することが困難であった。しかし，電子線回折は局所構造解析が可能であるため，
スポット状の反射を得られ，その角度分布から Hex の存在を明らかにすることが可能であ
る[34]。一方で，Liquid は Hex や Ort に比べ脂質分子の運動性が高く，秩序構造をとって
いないため，X 線や電子線で得られる反射が非常にブロードとなり解析が困難である。赤外
分光等を用いて研究がなされているが[35]，定量化など詳細な解析には至っていない。また，
細胞間脂質を模倣したモデル脂質膜の研究では，セラミドとコレステロールの 2 成分では
Hex が顕著にみられたが，遊離脂肪酸を加えることで Ort の形成が促進されることが報告
されている[28, 35]。遊離脂肪酸はまた，Liquid 相や 6nm の層周期構造の形成を促すこと
も示唆されている[28]。 
皮膚病患者の細胞間脂質の炭化水素鎖の側方充填配列構造は，健常者と異なる構造分布
をとることが報告されており，アトピーや魚鱗癬患者の皮膚では健常者に比べて Hex の増
加が見られている[15, 36]。また，赤外分光を用いた研究から，Ort の存在比が多いと経皮
水分蒸散量が少ないという報告もされている[37]。このように，バリア機能と角層の構造と
が密接に関係していると考えられているが，一方で，モデル脂質膜を用いた研究では，脂
質膜中の物質透過は炭化水素鎖の側方充填配列構造よりもラメラ構造が重要であることが
報告されており[38]，詳細はまだよくわかっていない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1-5. 炭化水素鎖の側方充填配列構造 
 
 
 
  
青い丸は炭化水素鎖の位置を表しており，Liquid 相は 0.46nm，Hex は 0.41nm のみの面間隔を有す
る。一方で，Ort は 0.41nm と 0.37nm の 2 種類の面間隔を有し，異方的な構造をとる。 
10 
 
1-3. 放射光 X 線および電子線回折法による構造解析 
 
 角層における構造研究は主にヒトやマウス，ウシ，ブタなどから分離したものを材料と
して X 線を用いて行われてきた[23, 24, 39, 40]。しかしながら，X 線回折法では多量のサン
プルが必要なため，ヒト角層での実験には切除した皮膚から角層をトリプシン処理により
剥離してくるなど，非侵襲的な実験を行うことが困難であった。そこで Pilgram らは，散
乱能が高いことから少量の試料で観察が可能である電子線回折を用いたヒト角層での非侵
襲構造解析法を開発した[33, 35, 41]。 
一方で，電子線回折法は試料に対する電子線損傷の影響が大きいという問題があった[33- 
35, 40, 42-44]。そこで我々は，検出器に高感度の CCD カメラを用いることで露光時間を短
縮し，試料に対する電子線のダメージを軽減させた「低照射量電子線回折法」を開発した[45]。
本手法は従来法に比べ汎用性が向上しており，同一角層細胞での温度相転移挙動の解析な
ど[46]，ヒト皮膚角層構造の解析において今後の展開が期待される。 
また，両手法では試料に違いがある(図 1-6)。X 線回折の場合は，intact に近いシート状
の角層を用いるが，電子線回折の場合は，試料が少量である必要があるため，1 層の角層を
剥離して用いる。このように，電子線回折で用いる試料は剥離による力学的な力や，細胞
間脂質が空気中に露出していることによる影響が考えられる。そこで本研究では，放射光 X
線および電子線回折法を用いて，角層シートと剥離角層の構造上の違いの評価も行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1-6. 剥離された角層(a)と角層シート(b) 
 
 
 
  
剥離された角層は，細胞間脂質が露出しているが，角層シートは角質細
胞に挟まれている。剥離によって細胞間脂質の炭化水素鎖の側方充填配
列構造は乱されていないという報告がされているが[33]，詳細な解析は
されていない。 
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1-4. 細胞間脂質の温度相転移挙動 
 
我々はさまざまな外環境にさらされているが，その中に温度がある。季節による気温の
変化や運動，入浴などによって異なる温度環境を経験している。このような環境の中で，
皮膚は生体の恒常性を維持するために重要な役割を果たしている。たとえば，体温の上昇
とともに体内からの水分蒸散を活発化し一定の体温を保つ調整機構を有しており，皮膚も
またその役割の一旦を担っている。特に，皮膚最外層に位置する角層は体内からの過剰な
水分蒸散を防ぐ役割を果たしていることから，角層の構造が温度に対する水分蒸散量の調
整に関係していることが推測される。 
角層の細胞間脂質は特定温度で温度相転移を示すことが知られている。X 線や示差走査熱
量測定(DSC)，赤外分光などを用いた角層の熱特性の解析により，Ort から Hex への相転
移が 30～40°C で，鎖融解転移が 60°C付近から生じることが報告されている[23, 24, 31, 32, 
47-51]。特に，Ort から Hex への相転移が生理学温度近傍で生じることは生物学的に何か
重要な意味があることが推測される。しかしながら，1-2 節でも述べたように，角層の脂質
配列構造分布がバリア機能と関係していることが示唆されているが，構造と機能の間の定
量的な相関の報告は少ない[15, 36, 37]。また，相転移の温度履歴や緩和に関しても詳細は
明らかにされていない。 
電子線回折を用いた実験でも同様の温度相転移挙動の結果を得ている[41]。しかしながら，
従来の電子線回折法では，試料に対する電子線損傷の影響が大きく，同一場所における動
的な変化を捉えるなど詳細な解析が困難であった。そこで，従来法を発展させ，電子線損
傷を抑制した低照射量電子線回折法は，同一場所において複数枚の信頼性のある電子線回
折像を取得することが可能であるため，角層の局所構造における温度相転移挙動の詳細な
解析に適している。また，電子線回折法では水分蒸散量などの物性を測定した部位から角
層を採取し，構造を解析することが可能である。このように，角層構造とバリア機能をそ
の場で解析できることを利用して，実際の皮膚状態を反映した角層の構造解析が可能であ
る点で，本研究は他のさまざまな角層の研究の中でも大きな意義があると考えている。 
このように，我々は皮膚という生体由来の試料を用いているため，個体差の問題は避け
ることができない。その中で，同一試料を用いて角層構造の動的変化を検出することは詳
細な解析を行う上で非常に重要である[52]。温度相転移を利用すると，同一試料・条件下に
おいて，Ort と Hex の比率のみを変化させることができ，個体差の影響を排することが可
能である。本研究では，温度相転移を利用して細胞間脂質の分子配列構造のみをコントロ
ールした試料を用いることで，脂質分子配列構造と機能の関係を明らかにすることができ
るのではないかと考え，低照射量電子線回折法および放射光 X 線回折の両手法を相互補完
的に用いることで，脂質分子配列構造の詳細な温度相転移挙動の解析を試みた。 
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第 2 章 実験材料および方法 
 
2-1. 電子線回折 
 
 2-1-1. 試料 
 
 本研究では，成人男性における特定部位(腕(上腕内側部)，頬)から，非襲侵的に剥離・採
取した角層試料を用いて実験を行った。角層の採取は本人の同意を得た上で行った。 
 電子顕微鏡で観察するため，角層は電子線透過可能な厚みであること，また電子顕微鏡
用のメッシュ上に固定されている必要がある(図 2-1)。そこで，試料作製には接着剤を塗布
したメッシュを直接ヒト皮膚に貼り付け，角層を剥離・採取する方法を用いた[33]。また，
本研究ではできるだけメッシュの 1 孔を角質細胞が完全に覆うように，メッシュ孔の小さ
い試料台(11.5×11.5µm2)を使用した。さらに，角層採取時のメッシュの折り曲がれを防止
するために，メッシュに比べ厚みのある 1 孔式のメッシュ(φ =2.0 mm)を下面に貼り付け補
強した。 
 
 
図 2-1. メッシュ上に採取した角質細胞の様子 
 
 
 
  
メッシュの孔を塞がないようメッシュのみに塗布された接着剤に
角質細胞が張り付いている。採取された角質細胞上には細胞間脂
質が付着している。 
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2-1-2. 角層採取 
 
角層を採取する方法を以下に示す。まず，皮膚に付着している皮脂成分や汚れを取り除
くため，試料採取部位(腕，頬)を無リン洗浄剤(クリーンエース(アズワン株式会社); 50 倍に
希釈)で洗浄した。対象部位に洗浄剤をつけ，指先で軽く 5 往復こすった後，ぬるま湯(約
30°C)で完全に洗い流した。安静な状態で 15 分間実験室において室温乾燥させ，試料採取
範囲を限定するため 3cm×3cm 四方を予めマーキングしておいた。皮脂の影響を受けてい
ると考えられる表層を取り除くために，セロハンテープを用いて 3 回テープストリップ処
理を行った。調製したメッシュを試料採取位置にあてがい，上からスパチュラの柄で押し
付けてから角層を剥離した(グリッドストリッピング法)(図 2-2)。メッシュ上に均一に角質
細胞が採取されるように，この操作を 10 回程度，範囲内の異なる場所で繰り返した。剥離
後，メッシュ上に角質細胞が採取できているか光学顕微鏡で確認を行った。採取後のメッ
シュは，電子顕微鏡観察を行うまでの間シリカゲルを入れた密封容器内で保存した。また，
メッシュを扱う際は折り曲がりや破れ等がないように注意した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2-2. 角層採取の様子 
 
 
  
グリッドストリッピング法を用いることで，非侵襲的に 1
層分の角層を採取することができる。 
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2-1-3. 低照射量電子線回折法 
 
本研究では，透過型電子顕微鏡(JEM-1400，JEOL)を用いて角層の電子線回折実験を行
った。電子線回折実験の測定条件は以下のように設定した。 
 
加速電圧；100 kV 
カメラ長；約 150 cm 
回折視野領域；132 µm2 
電子線照射量；約 0.05-0.15 e･nm-2･s-1 
露光時間；2.0 s 
検出器；CCD カメラ(ES500W Erlangshen, Gatan, CA) 
標準試料；Au(面間隔 0.204 nm) 
サンプルホルダ；Gatan 626 cryo-holder (Gatan, CA) 
 
回折視野領域は使用したメッシュ孔の大きさであり(図 2-3)，電子線のビーム径は 1 つの
メッシュ孔全体に当たるようにメッシュ孔よりも少し大きい値(φ ≈18µm)に調整した。また，
メッシュ孔を角層 1 枚が完全に覆っている場所について回折像を取得することで，すべて
の回折像において同一試料面積からの情報が得られるようにした。 
 
 
図 2-3. メッシュ上の角層の電子顕微鏡写真 
 
 
 
  
メッシュ孔を角層が完全に覆っている様子が確認でき
る。また，角質細胞の特徴である角層皺も見られる。 
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 金の単結晶を標準試料として，カメラ長と光軸に沿ったサンプル位置(z 位置)の関係を調
べた(図 2-4)。金の単結晶の特定場所において，適正な z 位置から 50 µm ずつ±300 µm の
範囲で z 位置を移動させながら電子線回折像を取得した。得られた回折像からそれぞれの z
位置でのカメラ長を測定し，適正な z 位置(0)からの z 位置のズレとの関係を図 2-4 に示し
た。その結果，カメラ長は z 位置に依存することが確認された。 
この結果から，我々の実験では回折像を得た試料位置において適正な z 位置を測定し，図
2-4 から得られた近似式を用いてカメラ長を補正した。このように，回折ピーク位置の精度
向上を図った。 
 
 
 
 
図 2-4. カメラ長と z 値の関係 
 
 
 
 
 
  
金の単結晶を試料として，適正 z位置(0)から 50 µmずつ±300 µm 
の範囲で z 位置を移動させながら電子線回折像を取得した。その
結果，カメラ長と z 軸の値に線形関係があることが確認され，得
られた近似式を用いてカメラ長を補正した。縦軸のカメラ長は相
対値を示している。 
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金の単結晶を標準試料として，カメラ長と z 位置および電子線ビーム径の関係を調べた
(図 2-5)。それぞれの電子線ビーム径(φ ≈2, 3, 12, 20µm)において，図 2-4 の実験と同様に金
の単結晶の特定場所で，適正な z 位置から 50 µm ずつ±300 µm の範囲で z 位置を移動さ
せながら電子線回折像を取得した。得られた回折像からそれぞれの z 位置でのカメラ長を測
定し，カメラ長と適正な z 位置(0)からの z 位置のズレ，および電子線ビーム径との関係を
図 2-5 に示した。その結果，カメラ長と z 位置の関係は照射する電子線のビーム径によるこ
とが確認された。そのため，測定は一定の電子線ビーム径で行った。電子線ビーム径を変
えることで，近似直線の傾きの符号が変わることから，傾きが 0 となるビーム径で測定を
すると z 値によらずカメラ長が一定の条件となることがわかる。この条件では，電子線が試
料に対して平行に入射されていると考えられる。しかしながら，ビーム径が2 µmと小さく，
実際の測定には適していないため，本実験ではある程度電子線ビーム径を大きくし，z 位置
によるカメラ長の補正を行うことにした。 
 
 
 
 
図 2-5. カメラ長と z 値の電子線照射面積依存性 
 
 
  
電子線のビーム径φ はそれぞれ ○: 2µm，◇ : 3µm，□: 12µm，
△: 20µm である。縦軸のカメラ長は相対値を示している。 
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電子線照射量は低照射量条件であるため，備え付けの電流メータの測定範囲外となり測
定が不可能であった。そこで，電流メータの代わりに CCD カメラ上で示される数値を用い
て電子線照射量を調整した。ただし，電子線照射量を変化させながら電子線ビーム強度を
電流メータおよび CCD カメラで取得すると，両者の関係は完全には一致していなかったた
め，電流メータの値が 1 pA のときを標準電流量として計算を行った。実際の実験では，試
料の無い場所において制限視野絞り(～55 µm2)を挿入し，露光時間 0.5 秒で撮影した CCD
カメラ上での電子線入射ビームの強度から電子線照射量を推定した。 
また，電子線を照射(フィラメントを加熱)後の電子線照射量の時間変化を測定した(図 2-6)。
空の試料ホルダを挿入し，電子線を照射後 5 分ごとに 90 分間データを取得した。得られた
データから電子線照射量を算出し，時間変化をプロットした(図 2-6)。その結果，電子線を
照射後 1 時間程度で電子線照射量が照射直後と比較しておよそ 30%に減少した。このよう
に，電子線照射後 1 時間程度は電子線照射量が安定しないため，実験を行う際は電子線照
射後 2 時間程度待つことで，電子線照射量が測定の間一定になるようにした。 
 
 
 
 
図 2-6. 電子線照射量の時間変化 
 
 
 
 上記条件で温度走査の実験を試みた。熱膨張による試料位置の移動に対しては，試料の
移動量を見積り，試料ホルダに付属のシャッターを用いて電子線を遮りながら試料位置を
測定場所に戻すことで対処した。 
 
  
空の試料ホルダを挿入し，電子線を照射後 60 分までは 5 分ごと，
その後は 10 分ごとに 90 分間データを取得した。 
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電子線回折では試料に対して平行電子線を照射すると，入射線に対してブラッグの条件
が満たされた回折波がそれぞれ 2θ方向に向かってでてくる。レンズ作用を用いて回折波を
いったん後焦点面に集光させ回折像を形成し，さらにそれを検出器上に回折像として結ば
せる。ただし，試料となる角質細胞は平たんではなくある程度うねりをもっているため，
電子線は試料に対して垂直方向に入射されているとは限らない。本研究では，細胞間脂質
の炭化水素鎖の側方充填配列構造の解析を試みている。図 1-4 で示したように，炭化水素鎖
は膜面(角質細胞)に対して垂直方向に配向し層構造を形成しているため，電子線を膜面に垂
直な方向から入射させることで側方充填配列構造に由来する散乱を得た(図 2-7)。得られた
電子線回折像は CCD カメラによって観察した。 
上述のようにして炭化水素鎖の側方充填配列構造に由来する電子線回折像を得ているが，
いくつか問題がある。1 つ目は，試料の厚さである。電子顕微鏡で用いられる試料は電子線
を透過させる必要があるため，数 nm から数 100 nm 程度の厚さしかない。角質細胞も 1 µm
程度の厚みしかもたないので，試料の厚さに起因する形状因子の広がり，すなわち逆格子
点まわりに試料の厚さと垂直な方向に広がった散乱強度を持つ。2 つ目は，電子線の波長で
ある。電子線の波長は X 線の波長と比較して 2 桁程度小さいため，エバルド球の半径が大
きい。これらの結果，厳密に回折条件を満たしていない逆格子点も回折強度を呈し，回折
スポットとして検出される。また，先述したように角質細胞がうねりをもっているため，
それに対応して格子点も傾き，回折条件に影響を及ぼしていることも述べておく。 
 
 
 
 
図 2-7. 電子線回折法における電子線の試料への入射と散乱の様子 
 
 
 
  
電子線回折法を用いることで，角質細胞 1 個のみで構造情報を得ることができる。
上図のように，角質細胞内のケラチンおよび角質細胞上の細胞間脂質の炭化水素鎖
の側方充填配列構造に由来する反射が得られる。 
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2-2. 放射光 X 線回折 
 
 本研究の X 線回折実験は，大型放射光施設(SPring-8, Hyogo, Japan)を利用した。ビーム
ラインは BL03XU FSBL (frontier soft-material beam line) [53]，および BL40B2 を使用した。
測定条件は以下のように設定した。 
 
波長；0.07 nm 
カメラ長；約 50 cm 
露光時間；30 s  
検出器；R-Axis VII imaging plate detector (Rigaku, Tokyo, Japan) 
標準試料；コレステロール(面間隔 3.39 nm) 
サンプルステージ；光学顕微鏡用 DSC 装置(Mettler-Toledo) 
昇温速度；1 K/min 
 
我々は，X 線小広角同時測定を用いて皮膚角層細胞間脂質の層周期と炭化水素鎖の側方充
填配列構造の温度特性を測定した。試料は，ヒト皮膚より剥離した角層シート(腹部，胸
部)(BIOPREDIC International, France)を購入し実験に用いた。デシケーター内で十分に乾燥さ
せておいた角層をおよそ 1mg 切り取り，水分含有量が乾燥重量に対して 25wt％になるよ
うに調整後，ガラスキャピラリー(φ = 1mm)に封入した。試料は光線が通るように中央に穴
が開いている光学顕微鏡用 DSC 装置にセットし，温度コントローラーを用いてステージの
温度コントロールを行った。検出器はイメージングプレートを使用した。 
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2-3. 解析方法 
 
電子線および X 線回折実験により得られた回折像をビーム中心から方位角方向に強度を
一周積算することで，それぞれの散乱強度プロファイルを散乱ベクトルの絶対値
s=2sinθ /λ(2θ ; 散乱角，λ ; 波長)の関数として求めた(図 2-8, 9)。 
 
図 2-8. 電子線回折像(a)とその散乱強度プロファイル(b) 
 
 
 
 
 
 
 
図 2-9. X 線回折像(a)とその散乱強度プロファイル(b) 
 
 
 
 
  
(a)腕から採取した角層の 24°C における電子線回折像である。照射した領域において脂質分子充填配
列構造由来の 0.41 nm，0.37 nm に対応する反射がリング状で見られる。また，電子線回折に対して
原子散乱因子は s-2に比例しているため[54]，電子線回折像は中心部を除いて s2をかけて示している。
(b) (a)を一周積算した散乱強度プロファイルである。s ≈2.4 nm-1および 2.7 nm-1付近にそれぞれ Hex
および Ort の 0.41 nm の面間隔と Ort の 0.37 nm の面間隔に由来する鋭い反射ピークがみられる。 
(a)腹部から採取した角層の 24°C における X 線回折像である。照射した領域において脂質分子充填
配列構造由来の 0.41 nm，0.37 nm に対応する反射がリング状で見られる。また，ラメラ構造に由来
する反射が小角領域に見られる。(b) s ≈2.4 nm-1および 2.7 nm-1付近にそれぞれ Hex および Ort の
0.41 nm の面間隔と Ort の 0.37 nm の面間隔に由来する鋭い反射ピークがみられる。また，ラメラ
構造に由来する反射ピークが小角領域に見られる。 
21 
 
電子線および X 線回折によって得られた散乱強度プロファイルは，s ≈2.2 nm-1付近に角
質細胞中のケラチン由来と考えられるブロードな散乱ピークが観察された。このため，脂
質の炭化水素鎖の側方充填構造に由来する s ≈2.4 nm-1および2.7 nm-1の散乱ピークと重な
り，精度のよい解析が困難となる。特に，電子線回折によって得られる脂質由来の散乱ピ
ークは X 線回折と比較して半値幅が広いため，ケラチン由来のブロードな散乱ピークの影
響が大きい。そこで，90℃で得られた散乱強度プロファイルをそれぞれの散乱強度プロフ
ァイルから引いた。 
得られた散乱強度プロファイルは，ガウス関数を用いてフィッティングを行い(図 2-10) 
[31]，反射ピーク位置，強度，面積，幅などを評価した。散乱強度プロファイルのフィッテ
ィングにガウス関数を採用した理由は，24°C で得られた s ≈2.4 nm-1および 2.7 nm-1の散
乱ピークを含む Ort の散乱強度プロファイルから，40°C での s ≈2.4 nm-1のみの散乱強度
プロファイルを引くことで得られた Ort のみの散乱強度プロファイルを，ガウス関数でフ
ィッティングした結果から妥当であると判断した。  
 
 
 
 
図 2-10. ガウス関数でフィッティングした電子線(a)および X 線散乱強度プロファイル(b) 
 
 
 
 
  
(a)，(b)ともに 24°C での一周積算した散乱強度プロファイルであり，90°C の散乱強度プロファイルを
引いている。s ≈2.4 nm-1および 2.7 nm-1付近にそれぞれ Hex および Ort の 0.41 nm の面間隔と Ort
の 0.37 nm の面間隔に由来する鋭い反射ピークがみられる。 
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2-4. 経皮水分蒸散量 
 
Vapo Meter(SWL4002, Delfin)を用いて試料採取部位の経皮水分蒸散量 (Trans 
Epidermal Water Loss, 以下 TEWL)，および湿度と温度を測定した。Vapo Meter は相対
湿度，温度を感知するセンサーを内蔵しており，はじめに外気を測定する。測定面を皮膚
表面に置くことで相対湿度(RH％)を記録し，その傾きを最小二乗法で求め TEWL 値として
導き出している。TEWL の単位は[g・m-2・h-1]である。測定は，測定面を上方に向けて Vapo 
Meter のスイッチを入れた後，測定器を測定部位に自重をもってあてがい測定した(図 2-11)。
また，測定は 3 cm×3 cm 四方内で行った。 
また，皮膚表面温度と TEWL の関係を調べた。上腕内側部の皮膚表面を 20°C～40°C 範
囲の特定温度に調整したプログラム式ドライブロックバス(MODEL IC25, FUNAKOSHI) 
に自重であてがい 10 秒～5 分の範囲で放置した。ブロックバスを測定部位から離した直後
に TEWL と皮膚表面温度の測定を行った。皮膚表面温度の測定は赤外放射温度計
(DT-8806H, MK Scientific Inc.)を用いた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2-11. TEWL 測定の様子 
 
 
 
 
  
季節や部位によって異なる TEWL 値をとることが報告
されている[55, 19]。また，角質細胞の表面積と TEWL
に相関があることも報告されている[55]。 
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第 3 章 結果 
 
3-1. 剥離角層および角層シートの構造比較 
 
ヒト皮膚から非侵襲的に 1 層の角質細胞層を剥離し，1 個の角質細胞細上の細胞間脂質の
微細構造を解析した。また，ヒト皮膚から摘出した角層シートの構造を解析し，剥離して
きた 1 個の角質細胞の構造との違いを評価した。1 個の角質細胞は低照射量電子線回折 
(LFED)を用い，また角層シートは放射光 X 線回折(SXD)を用いて構造解析を行った(詳細は
実験方法を参照)。    
図 3-1 は，腕から採取した 1 個の角質細胞の電子線回折像(a, b)，および腹部から採取し
た角層シートの X 線回折像(d, e)である。24°C では，s ≈2.4 nm-1 (面間隔 0.41 nm)および s 
≈2.7 nm-1 (面間隔 0.37 nm)に明瞭なデバイシェラーリングが見られた(図 3-1 a, b)。これら
の回折像は，これまでに報告されているもの[23, 32, 33]と基本的に一致しており，ヘキサ
ゴナル相(Hex)とオーソロンビック相(Ort)の 2 つの脂質分子充填配列構造由来の反射と考
えられる。Hex および Ort は，共に s ≈2.4 nm-1 （格子面間隔 0.41 nm）付近に反射ピー
クを与えるため，Hex が Ort と共存しているかの判別は難しい。図 3-1 では，s ≈2.7 nm-1 付
近のピークに対する s ≈2.4 nm-1 付近のピークの積分強度比は，電子線回折では 3.5，X 線
回折では 3.1 と，Ort のみが存在している場合に予想される 2.0 よりも大きく，ビーム照射
領域内に Ort と Hex が共存していることを示唆している。また，電子線照射領域は 132 µm2
と小さいにもかかわらず，均一なデバイシェラーリングが現れたことから，ランダムに配
向した小さな脂質分子充填配列構造ドメインが 1 個の角質細胞表面に分布していると考え
られる。 
s ≈2.4 nm-1 と s ≈2.7 nm-1 付近の反射ピークは 90°C まで昇温すると消失するが，24°C
でも 2 つのリングと重なるようにして存在する s ≈2.1 nm-1 を中心とするブロードなリン
グ状の反射は 90°C でも残っている(図 3-1 b, e)。これは，角質細胞内のケラチン繊維由来の
反射であることが報告されている[56]。このブロードな反射は 90°C では，24°C と比べる
と広角領域(s > 2.1 nm-1)がわずかに減少している。この傾向は電子線回折と X 線回折の両
方で見られたが，X 線回折の場合の方が広角側まで強度が減少している(図 3-1 c, f)。この付
近には水由来に反射が現れることが知られており，この 2 つの試料の水含量の違いを反映
していると思われる。 
以下簡単のため，本研究で解析を行った s ≈2.4 nm-1，2.7 nm-1および 2.1 nm-1の 3 つの
反射をそれぞれ P2.4，P2.7および Pkと呼ぶことにする。 
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図 3-1. 1 個の角質細胞の電子線回折像と角層シートの X 線回折像の比較 
 
 
 
 
 
  
LFED(a, b)および SXD (d, e)により得られた 24°C (a, d)および 90°C (b, e) における回折像，
およびそれらの散乱強度プロファイル(c, f)を示した。c, f における実線はそれぞれ a, d を，破
線はそれぞれ b, e を散乱強度プロファイルにしたものである。24°C では，2 つのデバイシェ
ラーリングが s ≈2.4 nm-1および s ≈2.7 nm-1に見られる(a, c, d, f に示す矢印)。90°C では，
ブロードなリングが s ≈2.1 nm-1に見られる(b, c, e, f に示す矢じり)。SXD ではラメラ構造お
よびケラチン繊維由来の反射ピークが小角領域(s <1 nm-1)および s ≈1 nm-1にそれぞれ見られ
る。また，電子線回折像は中心部を除いて s2をかけて示している(a, b)(詳細は実験方法を参照)。
c, f はそれぞれ A s-n + B の関数でフィッティングし，バックグラウンドを引いたものを示して
いる。c, f で広角領域(s ≈2.7nm-1～)の形状が異なるが，試料に含まれる水(s ≈3.2 nm-1付近に
ブロードな散乱ピークを与える)の影響が考えられる。LFED では試料を真空中に置いた状態で
実験を行う一方で，SXD では大気中に置くため水を含んでいる。 
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図 3-1 の結果をもとに，1 個の角質細胞および角層シートの構造パラメータを 2-5 節の解
析方法に従い解析し，比較を行った(表 3-1)。P2.4 および P2.7 のピーク位置(s2.4 および s2.7)
は，角層シートに比べ 1 個の角質細胞の方が 1%程度小さい値をとっていた(考察を参照)。2
つのピークのs値の比率(s2.7/s2.4)は両試料でほぼ同じ値であったことを考慮すると，この1%
程度の s 値の違いは，カメラ長を補正する際の z 値の計測（2-1-3 節参照）における系統誤
差などの影響による可能性が高い。これらの結果から，少なくともグリッドストリッピン
グによる剥離過程で Ort や Hex の構造が大きく壊れることはないと考えられる。 
反射ピークの半値幅(FWHM)については，角層シートよりも 1 個の角質細胞の方が明確
に大きい値をとった（表 3-1.1）。このことは，図 3-1c および f の散乱強度プロファイルか
らも明らかである。電子線の中心ビームの半値幅が X 線の中心ビームの半値幅に比べ大き
いことを考慮し解析を行ったが，それだけでは説明しきれず，試料による影響などさらに
議論が必要である。 
 
 
 
表 3-1. 1 個の角質細胞および角層シートの構造パラメータの比較 a 
 
 
  
aそれぞれの値は平均値±標準偏差を示す(LFED; n=132, SXD; n=7)。 
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3-2. 角層構造の温度依存性 
 
次に，ヒト皮膚から採取した 1 個の角質細胞および角層シートの温度相転移挙動を解析
した。ここで問題となるのが，電子線回折法は角層試料に対する電子線損傷の影響が大き
く，特定の場所で複数枚の回折像を取得することが困難だということである。これは，温
度走査によって特定位置での動的な温度相挙動を解析する際にも問題となる。そこで，複
数枚の信頼性のある電子線回折像を取得するために，電子線損傷をできる限り抑制した
LFED が有用となる。また，昇温中は熱ドリフトによって試料位置が移動するため，角質
細胞の同じ場所に電子線が照射されるように調整した(詳細は実験方法を参照)。 
図 3-2は 1個の角質細胞(図 3-2a; LFED)および角層シート(図 3-2b; SXD)から得られた散
乱強度プロファイルの温度依存性を示している。温度に対する脂質配列構造の変化を明確
にするため，それぞれのプロファイルから90°Cのプロファイルを引いたものを示している。
室温では P2.4 および P2.7 のピークが見られることから，3-1 で述べたようにこの領域には
Ort ドメインが存在していると考えられる。温度を上げていくと P2.4および P2.7のピーク強
度が減少していき，40°C 付近で P2.7のピークが消失した。さらに温度を上げていくと P2.4
のピーク強度が増加し，50°C 付近では室温に比べ P2.4のピーク位置がわずかに広角側に位
置している。60°C以上でP2.4のピーク強度が減少し始め，80°C から90°Cの間で消失した。
これらの温度相転移挙動は過去の研究と一致しており[31, 41]，30°C～40°C 付近での P2.7
のピーク強度の減少は Ort から Hex への相転移を示し，60°C 以上での P2.4のピーク強度の
減少は鎖融解転移を示している。このように，両試料は基本的に同様の温度相転移挙動を
示した。 
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図 3-2. 1 個の角質細胞(a)と角層シート(b)の温度相転移挙動 
 
 
 
 
  
図 3-1 の試料について 24°C から 90°C まで 1 K/min で昇温した。回折像は 1 個の角質細胞では 2°C
ごと(a)，角層シートでは 3°C ごと(b)に取得した。細胞間脂質の構造変化を明確にするために，そ
れぞれの散乱強度プロファイルから 90°C のプロファイルを引いた。 
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図 3-3 は，図 3-2 で得られた結果から P2.4の相対ピーク強度(図 3-3a)およびピーク位置(図
3-3b)を解析し，温度に対してプロットした図を示している。相対ピーク強度およびピーク
位置は，変化する温度は異なるが両者共“減少→増加→減少”の形状を示した。相対ピー
ク強度およびピーク位置における“減少→増加→減少”の形状は，角層シートについては
実験を行ったすべての試料で，1 個の角質細胞についてはリング状の P2.7を与えた試料で見
られた。同様のピーク挙動は角層のモデル脂質膜を用いた広角 X 線散乱の実験によって観
察されている[57]。P2.4のピーク位置は，温度走査の間中常に角層シートに比べ 1 個の角質
細胞の方が小さい値を示した(図 3-3b)。 
図 3-4 は P2.4の相対ピーク強度の温度依存性を示しており，基本的には図 3-3 で示したも
のと同様の温度相転移挙動を示しているが(減少→増加→減少)，細胞毎で異なる特徴が見ら
れた。特に，30°C～40°C での相対ピーク強度の減少量の違いが顕著であった(○>△>□)。
これは Ort から Hex への相転移に対応していることから，Ort ドメインの存在量が多いほ
ど強度の減少量も大きくなると考えられる。また，Ort から Hex への相転移における相対
ピーク強度の減少量と室温での脂質配列構造の構造パラメータとの関係を解析したところ，
相対ピーク強度の減少量とP2.4およびP2.7の s 値の比率(s2.7/s2.4)の間に強い正の相関が見ら
れた(R2=0.87)。これは，Ort ドメインの存在量が多い領域では，Ort が密な構造をとって
いることを示唆している。 
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図 3-3. P2.4の相対ピーク強度(a)と位置(b)の温度依存性 
 
 
 
 
  
図 3-2 から P2.4の相対ピーク強度(a)と位置(b)の温度依存性を解析した。
1 個の角質細胞(○)および角層シート(●)の両試料において，“減少→増加
→減少”の変化は共通しているが，極小値（矢印）と極大値（矢じり）
を与える温度は異なる。3 種類の温度相転移の領域が存在することが示
唆され，それぞれ I, II および III で示した(b)(本文を参照)。 
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図 3-4. P2.4の相対ピーク強度の温度依存性の細胞間差異 
 
 
 
 
 
 
  
腕から採取した 1 個の角質細胞について LFED 実験を行い，得られた代
表的な P2.4のピーク強度の温度依存性を示す。20°C から 100°C まで昇温
させ，2°C ごとにデータを取得した。散乱強度プロファイルは，得られた
回折像をビーム中心から方位角方向に強度を一周積算することで求めた。
また，その散乱強度プロファイルから P2.4のピーク強度の温度依存性を解
析した。ここでは，代表的な 3 つの角質細胞の散乱強度プロファイルを示
す。 
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ピーク位置の温度依存性のグラフ(図 3-3b)において，40°C および 50°C 付近の凸凹を 2
次関数でフィッティングし，その極小値もしくは極大値(図 3-3b に示す矢印および矢じり)
をとるときの s 値および温度を見積もった(表 3-2)。極小値および極大値において s 値のバ
ラつきは小さいが(±0.004-0.005 nm-1)，温度は大きくバラついていた(±3-4°C)。また，LFED
と SXD では同程度のバラつきを示した。さらに，SXD の方が LFED に比べ極小値および
極大値をとる温度が低かった。これらの結果は，Ort から Hex の相転移温度が水分含有量
やドメインの分布，脂質の組成，層状態のような局所的な条件に依存することを示唆して
いる(考察を参照)。 
 
 
 
表 3-2. 1 個の角質細胞と角層シートにおける P2.4の温度依存性の比較 a 
 
 
 
 
  
ピーク位置の温度依存性のグラフ(図 3-3b)において，40°C および 50°C 付近の凸凹を 2 次関数でフィッ
ティングし，その極小値もしくは極大値をとるときの s 値および温度を見積もった。Ort-to-Hex; 極小
値，Chain melting; 極大値。 
aそれぞれの値は平均値±標準偏差を示す(LFED; n=7, SXD; n=4)。 
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3-3. Ort から Hex への温度相転移に関する詳細な解析 
 
LFED の利点は 1 個の角質細胞における局所構造解析が可能であるということである。
そこで，その利点を利用して，Ort から Hex への温度相転移の詳細な解析を試みた。 
1 個の角質細胞を用いた LFED 実験では，図 3-1a で示した 2 重のデバイシェラーリング
以外の回折パターンも見られた (図 3-5, 6, 7)。図 3-5 では，6 つの円弧状の反射と強度の弱
いリング状の P2.4 の反射が見られる。この領域には配向が制限された Ort ドメインとラン
ダムに配向した Hex ドメインが共存していると考えられる 6 つの円弧状の反射が見られ，
そのうち 2 つは s ≈2.7 nm-1にあり，他の 4 つは s ≈2.4 nm-1に位置している。このような
円弧状の反射の出現は，方位角方向に狭い範囲で配向が分布した比較的小さな Ort ドメイ
ンの存在を示唆している。昇温していくと円弧状の P2.7は連続的に小角側にシフトし，50°C
では s ≈2.45 nm-1までシフトした (図 3-5b, c)。こうしたピークシフトの可能性は温度分解
能の粗い電子線回折実験でも予想されていた[41]が，本実験で明瞭に示された。このとき，
P2.7と P2.4のピークシフトの方向は逆を示した(図 3-5c)。 
図 3-6 では，スポット状の反射が見られる。この回折パターンは，電子線照射領域内にお
いて，特定の配向をもった比較的大きな Ort ドメインの存在を示唆している。6 つのスポッ
ト状の反射のうち 2 つは s ≈2.7 nm-1にあり，他の 4 つは s ≈2.4 nm-1に位置している。昇
温していくと，スポット状の反射が位置を変えずに突然消失する様子が観察された(図 3-6b, 
c)。スポット状の反射が消失した後，明確な P2.4の強度の増加 や新たなヘキサゴナル構造
の対称性をもった反射スポットは見られなかった。このため，Ort ドメインがどのような相
に転移したのか明確でないが，少なくとも大きな Hex ドメインを形成することはないと考
えられる。このように，小さな Ort ドメインとは対照的に，大きな Ort ドメインは格子定
数が不連続に変化する一次相転移の振る舞いを示すことが示唆された。 
図 3-7 では，P2.4 のみの反射が見られる。これは，主にランダムに配向した小さな Hex
ドメインが存在していることを示唆している。昇温していくと，50°C 以下ではほぼ一定の
ピーク位置を示し(図 3-7b, c)，室温で Ort と Hex ドメインが共存している試料において現
れた新しい Hex の形成は見られなかった。 
これらの回折パターンの出現頻度は季節や個人，部位などに依存するが，電子線照射領
域を 132 µm2に設定した場合，明瞭なスポット状(<1%)および P2.4のみの反射(<5%)を与え
る回折パターンは，円弧および 2 重リングと比較すると少なかった。 
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図 3-5. Hex と Ort の混じり合う領域での温度相転移挙動 
 
 
  
頬から採取した 1 個の角質細胞の電子線回折像(a)とその散乱強度プロファイル(b)，および P2.4(△)
と P2.7(○)のピーク位置の温度依存性(c)を示す。6 つの円弧状の反射が見られ，そのうち 2 つは s ≈
2.7 nm-1にあり，他の 4 つは s ≈2.4 nm-1 に位置している(a)。この回折パターンを 20°C から 80°C
まで 1K/min で昇温させた。昇温していくと，2 つの円弧状の反射(s ≈2.7 nm-1) (a, b に示す矢印)
が徐々に小角側にシフトしていき，50°C では s ≈2.45 nm-1の位置までシフトする (a に示す矢じ
り)。ピーク位置の連続的なシフトが散乱強度プロファイルの 30°C から 50°C においてはっきりと
見られた(b)。散乱強度プロファイルは，得られた回折像をビーム中心から方位角方向に強度を s ≈
2.7 nm-1の円弧状の反射の範囲内について積算することで求めた。ピーク位置の温度依存性はガウ
ス関数でフィッティングすることで解析した(c)。 
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図 3-6. 比較的大きな Ort ドメインを含む領域の温度相転移挙動 
 
 
 
 
 
 
  
頬から採取した 1 個の角質細胞の電子線回折像(a)とその散乱強度プロファイル(b)，および P2.4(△)
と P2.7(○)のピーク位置の温度依存性(c)を示す。6 つのスポット状の反射のうち 2 つは s ≈2.7 nm-1
にあり(a, b に示す矢印)，他の 4 つは s ≈2.4 nm-1に位置している(a に示す矢じり)。この回折パタ
ーンを 20°C から 75°C まで 1 K/min で昇温させた。回折像は 24°C，42°C および 44°C を示し(a)，
散乱強度プロファイルは，得られた回折像をビーム中心から方位角方向に強度を s ≈2.7 nm-1の円
弧状の反射の範囲内について積算することで求めた。ピーク位置の温度依存性はガウス関数でフィ
ッティングすることで解析した(c)。6 つのスポット状の反射は 42°C と 44°C の間で消失している。 
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図 3-7. Hex ドメインを顕著に含む領域の温度相転移挙動 
 
 
 
 
 
 
  
腕から採取した 1 個の角質細胞の電子線回折像(a)とその散乱強度プロファイル(b)，および P2.4(△)
のピーク位置の温度依存性(c)を示す。P2.4 の反射のみを与えた回折パターン(a)について，20°C か
ら 80°C まで 1 K/min で昇温させた。回折像は 24°C および 50°C を示し(a)，散乱強度プロファイ
ルは，得られた回折像をビーム中心から方位角方向に強度を一周積算することで求めた。ピーク位
置の温度依存性はガウス関数でフィッティングすることで解析した(c)。50°C 以下では P2.4のピー
ク位置および強度はほぼ一定となっていた(b, c)。 
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LFED は角質細胞 1 個以下の領域の構造を解析できるのに対して，SXD は積層した多く
の角質細胞からの平均情報を得るため相転移挙動の異なる領域ごとのデータを得るのはむ
ずかしい。図 3-8a は，図 3-2 の SXD 実験で得られた散乱強度プロファイルのピーク強度
とピーク位置の温度依存性をわかりやすくするためにグレースケールで示している。ここ
では，P2.7が 40°C までの昇温過程においてほぼ一定のピーク位置を示しているように見え，
図 3-5 のような Ort から新しい Hex への相転移で見られたピーク位置の連続的なシフトは
明確には見られなかった(図 3-8a)[31]。そこで，昇温過程におけるピーク位置の変化を明確
にするために，隣り合う散乱強度プロファイル間で差をとり，散乱強度の差分プロファイ
ルを計算した(図 3-8b)。差をとることで，30°C から 50°C での P2.7のピーク位置の小角側
への連続的なシフトが幅広い温度範囲で起こっているのが見て取れる。これら結果は，角
層シートでも 1 個の角質細胞と同様，連続的な Ort から Hex への転移が起こっているが，
局所領域ごとに転移温度にばらつきがあるため，SXD では明瞭にピークシフトが観測でき
ないことを示唆している。 
 これまでの我々の結果は，ヒト角層の細胞間脂質は少なくとも以下に示す 3 種類の温度
相転移を示すことを示唆している。 
 
(I)  比較的大きな Ort ドメインの相転移 (Tr-I)  
(II) 比較的小さなOrtドメインから新しいHexドメインへの連続的な相転移 (Tr-II) 
      (III) Hex ドメインにおける鎖融解転移 (Tr-III) 
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図 3-8. SXD による角層シート構造の詳細な温度依存性 
 
 
 
 
 
  
図 3-2b における散乱強度プロファイルおよびその差分プロファイル(N 番目のプロファイ
ルから(N+1)番目のプロファルを引いた)をそれぞれグレースケールで示した(a, b) 。また，
本文中で述べた 3 種類の温度領域をそれぞれ I, II および III で示した(b)。 
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3-4. 緩和過程の解析 
 
角層構造の温度相転移挙動について，40°C付近でのOrtからHexへの相転移および 60°C
付近での鎖融解転移が生じることが知られている[23, 31, 32]。しかしながら，それらのヒ
ステリシスや緩和課程に関する詳細な知見は得られていない。そこで，生理学的温度付近
での温度変化に伴う角層構造変化のヒステリシスや緩和特性を測定することで，細胞間脂
質分子の温度相転移の動的挙動の詳細な解析を試みた。 
図 3-9 は購入したヒト皮膚角層シートを試料として，温度変化に伴う細胞間脂質の構造変
化を SXD により測定した結果を示す。20°C から 35°C (図 3-9a)または 45.5°C (図 3-9b)ま
で 1 K/min で昇温後，それぞれの温度で 15 分間放置し，再び 20°C まで降温させた。図 3-9a
では，30°C 付近から P2.7のピーク強度が減少し始めており，Ort から Hex へ相転移してい
ると考えられる。35°C では，まだ P2.7のピークが見られている。また，15 分間 35℃に放
置することによってわずかにピーク強度の減少が見られる。35°C から 20°C までの降温過
程では，P2.7のピーク強度が増加しているが，昇温過程のピーク強度と比べると完全には回
復していない。図 3-9b では，40°C 付近で完全に P2.7のピークが消失しており，45.5°C か
ら 20°C までの降温過程で再び P2.7のピークが現れることはなかった。このように，角層細
胞間脂質の Ort から Hex への転移には大きなヒステリシスがあることがわかった。 
図 3-10 は，図 3-9 の実験で得られたプロファイルから P2.4および P2.7のピークの緩和過
程における構造パラメータの変化を示している。昇温するとピーク強度の減少およびピー
ク位置の小角側へのシフトが見られる。降温すると減少したピーク強度は再び増加し，ピ
ーク位置は昇温時とは逆方向の広角側へのシフトが見られる。昇温と降温でピーク位置や
面積は同様な変化率を示しており，昇・降温での差は保温過程における変化を引きづって
いるように見える。45.5℃まで昇温した場合には 20℃まで降温しても Ort が現れなかった
ことと合わせて考えると，Ort の核が残っている領域では降温によって速やかに Ort が形成
されるが，核がなくなると Ort 形成の緩和時間が長くなるか不可逆になると思われる。さ
らに，保温過程で P2.4 と P2.7 のピーク位置の小角側へのシフトおよびピーク強度の減少が
見られていることから，昇温過程における Ort から Hex への転移でも分オーダーの緩和過
程が存在していることがわかった。この緩和過程としては，脂質分子の拡散によって Hex
を構成する分子種と Ort を構成する分子種が混合していくことが考えられる。そこで，以
下では降温による Hex から Ort への転移過程に速い成分と遅い成分が見られるか調べる実
験と保温による構造の時間変化を追跡する実験を行った。 
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図 3-9. SXD による角層構造の昇・降温実験 
 
 
  
腹部より採取した角層シートを SXD に供したときの散乱強度プロファイルを示す。
20°C から 35°C (a)または 45.5°C (b)まで 1K/min で昇温後，それぞれの温度で 15 分
間インキュベートし，再び 20°C まで 1K/min で降温させた。 
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図 3-10. 脂質分子充填構造のヒステリシス 
 
 
 
  
図 3-9a の実験で得られたプロファイルから P2.4のピーク位置(a)，相対ピーク強度(b)，P2.7の
ピーク位置(c)および図 3-9b から得られた P2.4のピーク位置(d)の温度依存性を示した。昇温過
程(○)，保温過程(○)および降温過程(○)をそれぞれ表している。 
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図 3-9及び図 3-10に示した角層の細胞間脂質の Ort-Hex 転移の温度ヒステリシスのデー
タに基づいて，降温ジャンプ後の Ort 形成の緩和過程の解析を行った。図 3-11 は購入した
ヒト皮膚角層シートを試料として，温度変化に伴う細胞間脂質の構造変化を SXD により測
定した結果である。図 3-11a は，25°C から 40°C へ温度ジャンプ後 5 分間保温し，再び 25°C
へ温度ジャンプした後の経時変化を示している。25°C では P2.4および P2.7のピークが見ら
れたが，40°C にジャンプすると P2.7のピークが消失したことから，Ort はほぼ全て Hex へ
相転移したと考えられる。40°C から再び 25°C にジャンプすると，P2.7 のピークが再び現
れ，その積分強度は回折像取得準備をしている数分以内に 40℃へジャンプする前の積分強
度の 60%程度まで回復した(図 3-11b)。その後ほぼ一定値を示し，15 分間では完全に元の状
態に戻ることはなかった。このように，Ort-Hex 転移過程には，速い成分と遅い成分が含
まれることがわかった。 
 
 
 
 
図 3-11. 温度ジャンプ実験による Ort の緩和特性 
 
 
  
胸部から採取した角層シートを SXD に供した。(a)は，25°C から 40°C に温度ジャンプ後 5 分間インキュ
ベートし，再び 25°C にジャンプ，その後 15 分間 25°C でインキュベートした散乱強度プロファイルを示
す。(b)は，(a)における 25°C (●)および 40°C に温度ジャンプ後(○)，再び 25°C に戻した後の 15 分間 3
分ごと(○)の P2.7の積分強度の経時変化を示す。 
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次に，購入したヒト皮膚角層シートを試料として，40℃での保温が Ort-Hex 転移にどの
ように影響するか調べた。図 3-12 は，昇・降温の繰り返しによる細胞間脂質の構造変化を
SXD により測定した結果である。25°C から 40°C に温度ジャンプ後 5 分間インキュベート
し，再び 25°Cにジャンプし 5分間インキュベートした。それを 10回繰り返したときの 25°C
での散乱強度プロファイル (図 3-12)と，その構造パラメータ(図 3-13)を示す。昇・降温を
繰り返すことで，徐々に P2.4および P2.7のピーク強度の減少が見られた。また，P2.4および
P2.7の半値幅も徐々に広がっている様子が見られた(図 3-12, 13)。このとき，40°C では昇・
降温の繰り返しにより P2.4 のピーク強度の減少，および広角側へのピークシフトが見られ
た(データは省略する)。その後，2 時間室温で放置すると，P2.7 の半値幅は最初と比較して
ブロードであったが，ピーク積分強度はおよそ 44%回復した(データは省略する)。 
 
 
 
 
図 3-12. 温度ジャンプ実験による昇・降温の繰り返しの角層構造への影響 
 
 
  
胸部から採取した角層シートを SXD に供した。25°C から 40°C に温度ジャンプ後 5 分間イン
キュベートし，再び 25°C にジャンプ，それを 10 回繰り返したときのそれぞれ 25°C での散乱
強度プロファイルを示す。 
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図 3-13. 昇・降温の繰り返しによる脂質分子充填配列構造の変化 
 
 
 
 
 
  
図 3-12 の実験において，昇・降温を繰り返した回数と，それぞれの 25°C に戻したとき
の P2.4および P2.7の s 値，相対ピーク積分強度，半値幅を示す。 
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第 4 章 考察 
 
4-1. 角層細胞間脂質の温度相転移挙動 
 
我々は，ヒトから剥離してきた角層における細胞間脂質の温度相転移挙動を解析するた
めに，従来の電子線回折法を改良した「低照射量電子線回折法」を開発した。本手法は，
高感度のCCDカメラを用いることで 1個の角質細胞から信頼性のある回折像を複数枚取得
することが可能となり，角層構造の動的な変化を捉えることに成功した。そして，剥離角
層と切除皮膚から採取した角層シートの細胞間脂質構造が，基本的に同様の温度依存性を
示すことを明らかにした。さらに，個々の角質細胞の温度相転移挙動の解析から，Ort ドメ
インのサイズや分布様式が Ort から Hex への相転移の振る舞いに影響していることを示唆
する結果を得た(図 3-5, 6, 7)。 
  剥離角層と角層シート間の最も重要な違いは格子定数(1/s)であり，測定したすべての温度
領域で剥離角層の方が大きい値を示した(図 3-3b)。この結果は，剥離する際に力学的な力が
加わっていること，もしくは剥離することで角質細胞上の脂質が空気中にさらされている
ことが脂質分子の秩序的なドメイン構造を部分的に乱していることを示唆しているのかも
しれない。我々は，剥離された角層が角層シートと比較して大きな格子定数をとる可能性
として，角質細胞によって閉じられていた脂質層が剥離により露出したため，表面を 3 次
元的に変形させることが可能となり，脂質層面内に働いていた応力が解放されたのではな
いかと推測した。応力が解放されたため，剥離細胞上の細胞間脂質では角層シートに比べ
て格子定数が大きな値となったのではないかと思われる。しかしながら，格子定数は(1)試
料を採取した個体や部位による差，(2)水分含有量，(3)電子線損傷，などによる影響を受け
ると考えられるため，明確な結論には至っていない。(1)や(2)の影響を評価するためにはさ
らに研究が必要である。以下では，(3)の電子線損傷の影響について評価を試みた。 
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4-2. 細胞間脂質構造に対する電子線損傷の評価 
 
LFED の妥当性を評価するために，角層の細胞間脂質の配列構造に対する電子線損傷の
影響を評価した。ヒトの腕から剥離してきた角層に対して，電子線照射流量を 0.5～5 
e∙nm−2∙s−1 の範囲に設定した電子線を照射し続け，10 秒ごとに電子線回折像を取得したと
きの反射ピーク強度の経時変化を解析した。図 4-1 は，電子線照射流量 0.5 e∙nm−2∙s−1に設
定したときの散乱強度プロファイルの電子線照射量依存性である。脂質配列構造の変化を
明確にするために，P2.4 および P2.7 が消失した後の散乱強度プロファイルをそれぞれの散
乱強度プロファイルから引いた。最初は P2.4，P2.7および s ≈2.0 nm−1の 3 つの反射ピーク
が見られるが，これらの反射ピークはそれぞれ異なる電子線照射量依存性を示した。P2.4の
ピーク強度は以下の 3 ステップを示した; (1)電子線照射開始直後の鋭い減衰，(2)比較的ゆ
るやかな傾斜での減衰，(3)傾斜が大きくなり完全に消失する。この 3 つの減衰ステップの
特徴は電子線照射流量に関わらず再現した(図 4-2)。また，それぞれのステップでのピーク
強度の減衰は細胞間で違いが見らたが，ステップの変わり目は電子線照射量にのみ依存し
ていた。ステップ(1)は P2.4 および P2.7 のピーク強度が減衰していくことから，Ort ドメイ
ンが最初に崩壊していくと考えられる。ステップ(3)は Hexの崩壊を示唆している。一方で，
ピーク強度の減少の仕方が 2 ステップになっているのも観察された。これは，Hex が顕著
である回折パターンで見られ，Ort ドメインが少ないためにステップ(1)の Ort ドメインの
崩壊が現れていないためだと考えられる。 
電子線損傷は，試料を液体窒素温度まで冷却することにより低減することが可能である
[34, 42]。我々の実験でも，-160°C まで冷却することにより室温時に比べ P2.4の減衰時間が
数倍に伸びることを確認した(データは省略する)。これは，低温にすることで脂質分子の運
動性が減少し，電子線によって切断された炭化水素鎖の拡散が妨げられるためであると考
えられる。しかしながら，角層は低温にすることで室温と比較して脂質配列構造に変化が
見られるため，解析には注意が必要である(データは省略する)。 
また，電子線損傷は加速電圧にも依存すると言われており[58]，我々の実験では，100kV
に比べ 40kV では角層に対する電子線損傷の影響が数倍大きくなる結果を得た(データは省
略する)。40kV においても P2.4 のピーク強度の減衰の仕方が 3 ステップになっているのが
観察された。この結果から，高加速電圧にすることで電子線損傷の影響を低減することが
できることが示唆された。我々の用いている電子顕微鏡は，最大で 120kV に加速電圧を設
定することができるが，現在のところ，装置の安全面や実験の簡便さを考慮し 100kV で使
用している。今回の結果から，今後は 120kV での使用を検討する価値があると考える。し
かしながら，高加速電圧にすると電子線の波長が短くなり分解能が落ちてしまう。これを
キャンセルするためにはカメラ長を長くすればよいが，電子線の光量が少なくなり観察が
困難になる。したがって，光量を稼ぐため電子線照射量を増加させることになってしまう
ため，最適な条件を見つけるためには今後も詳細な検討が必要と考える。 
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図 4-1. 脂質配列構造の電子線照射量依存性 
 
 
 
 
 
 
  
腕から採取した角層に対して，電子線照射流量 0.5 e∙nm−2∙s−1の電子
線を照射し続けたときの散乱強度プロファイルの経時変化を示した。
露光時間 2 秒，10 秒間隔で電子線回折像を取得した。強度の変化が
明確になるように，脂質由来のピークが消失後，電子線照射によるバ
ックグラウンドが変化していない電子線照射量 293 e∙nm−2∙s−1 の散
乱強度プロファイルをそれぞれのプロファイルから引いている。 
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図 4-2. 電子線損傷と電子線照射流量の関係 
 
 
 
 
 
 
  
P2.4の相対ピーク強度の変化を電子線照射量に対してプロットした。電子
線照射流量は 0.2 (○), 0.5 (□), 1 (△, ▽), 3 ( △ , ▽ ) and 5 (◇) e∙nm−2∙s−1
である。ピーク強度は以下の 3 つのステップを経て減衰している様子が
観察された; (1)鋭い減衰 (0–35 e/nm2)，(2)比較的ゆるやかな傾斜での減
衰 (35–90 e/nm2)，(3)再び傾斜が大きくなり完全に消失(90–200 e/nm2)。 
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低温にすることで電子線損傷を低減させることができると述べたが，一方で，本研究で
は昇温実験を行っているため，電子線損傷の影響が高温にするほど大きくなっているので
はないかと考えた。そこで，角層の温度相転移挙動の解析における電子線損傷の影響を評
価するために，P2.4の減衰の温度依存性を測定した。図 4-3 は 25°C および 50°C での P2.4
の相対ピーク強度の電子照射量依存性を示す。25°C での相対ピーク強度の減衰は，先に述
べたように 3 つのステップを示した。ステップ(1)は Ort ドメインの消失であり，そのとき
の電子線照射量はおよそ 40 e∙nm-2 以下である。一方 50°C では，傾斜の小さい減衰(<~10 
e∙nm-2)とその後の大きな減衰から成り立つ。これらの電子線照射量はおおよそ再現した。
また，P2.4が消失する電子線照射量は 25°C と比較すると 50°C の方が少ないという結果を
示した。これはおそらく，脂質分子の拡散が高温にすることで促進されたことが原因とし
て考えられる。 
  図 3-2a で示された実験において，蓄積された電子線照射量は 40°C ではおよそ 7 e∙nm-2，
90°C ではおよそ 22 e∙nm-2 である。Ort ドメインが完全に消失するために必要な電子線照
射量が 40 e∙nm-2だとすれば，温度走査をしている間に電子線損傷によりおよそ 20%の Ort
ドメインが部分的に消失していることになる。また，電子線損傷は分解生成物により転移
温度の低下が生じていることが考えられる。実際に，電子線照射流量の増加により転移温
度が減少する傾向が見られている。このことが正しければ，剥離角層における実際の転移
温度は図 3-3 から推定されるものよりも高い可能性がある。3-2 節で述べたように，剥離角
層と角層シートの両試料で同様の温度相転移を示しているが，相転移温度は角層シートよ
りも剥離角層の方が高い傾向が見られた。この相転移温度の違いが生じている要因として
は水分含有量が考えられる。SXD の実験では試料が大気中にあるのに対して，LFED では
試料を真空中に置いておく必要があるため，剥離角層の試料中の水分含有量は極めて低い
と考えられる。実際に，脂質を用いた研究から，水分含有量が高いほど相転移温度が高く
なるという報告がある[59-61]。 
  格子定数に対する電子線損傷の影響を評価するために，25°C で回折像を取得後，電子線
を照射しない状態で試料の温度を 50°C まで昇温させ回折像を取得した。その結果，50°C
での格子定数は，昇温中に複数枚の回折像を取得した場合と比較してわずかに小さい値を
示した。しかしながら，25°C での格子定数は 50°C と比較すると常に大きな値をとり，角
層シートの結果とは異なっていた(図 3-3)。このことは，得られた両試料間の格子定数の差
が電子線損傷によるものではないことを示唆している。電子線損傷の影響は，データ取得
の間隔を長くすることや，高電圧にすること[58]，電子線照射流量を低くすることでさらに
減らすことが可能であり，LFED は角質細胞の温度相転移挙動を準定量的に評価するため
に適した手法である。 
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図 4-3. 電子線損傷の温度依存性 
 
 
 
  
P2.4の相対ピーク強度の 24 °C (○)および 50 °C (●)での電子線照射量
依存性を示す。電子線照射流量はともに 0.5 e∙nm-2∙s-1である。 
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次に，SXD 実験における角層に対する X 線損傷の影響を検討した。図 4-4 は P2.4の相対
積分強度の X 線照射量依存性を示す。この図から，1 回の照射でおよそ 0.85%の積分強度
が減少していることがわかる。図 3-2b で示された実験において，42 °C で完全に Ort ドメ
インが消失しているとすれば，それまでに X 線が 7 回照射されていることから，温度走査
をしている間にX線損傷によりおよそ6%のOrtドメインが部分的に消失していることにな
る。ただし，図 3-2b で示した実験で用いた X 線のエネルギーが 16keV であるのに対して，
図 4-4 で示した実験で用いた X 線のエネルギーは 14keV であるため，X 線損傷の詳細な評
価を行うためには，16keV での実験も行う必要がある。 
 
 
 
図 4-4. X 線損傷による脂質回折ピークの減少 
 
 
 
  
ヒトの胸部から採取した角層シートに X 線を照射し，得られた回
折像から解析した P2.4(○)および P2.7(○)の相対積分強度の変化。
X 線のエネルギーを 14keV，露光時間 30 秒で合計 17 回照射した。 
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4-3. Ort および Hex ドメインの分布の温度相転移挙動に対する影響 
 
LFED は，Ort と Hex ドメインの分布様式が温度相転移の振る舞いに影響していること
を明らかにした(図 3-5, 6, 7)。ヒト角層の細胞間脂質は少なくとも 3 種類の異なる温度相転
移挙動を示す領域を含んでいる；(1)主に Hex ドメインから成る領域(Hex area)，(2)比較的
大きな Ort ドメインから成る領域(LOrt area)，(3)Hex と Ort ドメインが混合した領域
(Hex-Ort area)である。Hex area において，P2.4のピーク位置はおよそ 50°C 以下でほぼ
一定値を示した。これは，Hex が昇温による鎖融解転移が始まるまで熱膨張が小さく維持
されていることを示唆している(図3-7)。LOrt areaも同様に熱膨張が小さく維持されるが，
相転移温度に達すると突然消失する(図 3-6)。LOrt の消失後，P2.4の積分強度の増加が観察
されなかったため，LOrt ドメインは非常にブロードな反射を与える小さな Hex ドメインに
分解されたか，もしくは流動相へ変化したと推測される。ただし，LOrt の Hex への相転移
に付随する側方方向の膨張は，密な構造をとる脂質層に制限されているため，LOrt の崩壊
や流動化は脂質層の側方方向に圧力を加えることになると考えられる。対照的に，Hex-Ort 
area においては，Ort が連続的な相転移を経て新しい Hex を形成する(図 3-5)。P2.4は連続
的な相転移の間に全体として新しいピーク位置へと動いていくので，隣り合う小さな Ort
と Hex が統一された格子定数をもつ新しい Hex を形成するために，ドメイン間で脂質成分
のやりとりを行っていると考えた。 
 
 
 
図 4-5. Ort と Hex ドメインの分布と相転移の振る舞い 
 
 
  
LFED の局所構造解析を利用することで，50°C における new 
hexagonal および hexagonal の形成過程がそれぞれ示唆された。 
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4-4. 細胞間脂質構造の緩和特性 
 
図 3-12, 13 の結果では，温度ジャンプの繰り返しにより 25°C に戻したときの P2.4 およ
び P2.7 のピーク位置がわずかに小角側へシフトし，半値幅の増大が見られた。この結果か
ら，図 4-6 のようなモデルが考えられる。25°C(図 4-6a)では，Ort ドメイン(Ort0)および
Hex ドメイン(Hex0)が形成されている。40°C に温度ジャンプすると Ort0は Hex1へ相転移
するが，一部 Hex0と混ざり合い Hex2が形成される(図 4-6b)。25°C と 40°C で温度ジャン
プを繰り返すことは，40°C での保温時間の増加と同じであると考えると，保温時間の増加
により Hex0と Hex1の間での脂質分子のやり取りが増加し，Hex2ドメインの形成が促進さ
れる(図 4-6c)。25°C に戻すと Hex1は Ort0へ，Hex2からは Ort0に比べわずかに格子定数
の大きい Ort1が形成される(図 4-6d)。このように，40°C での保温時間の増加により，Hex
ドメインおよび Ort ドメイン間での成分のやりとりがなされることで新しい Hex が形成さ
れ，25°C に戻したときには処理前の Ort とわずかに格子定数の異なる Ort ドメインが形成
されるのではないかと考えた。一方で，図 3-6 のように一部 Ort ドメインからどのような
相に転移したのか明確でない領域もあることから，存在量比に関してはさらに議論が必要
である。マウスを用いた同様の温度相転移挙動の実験では，昇・降温により流動相のピー
クが現れるとされる s ≈2.1nm-1 付近のバックグラウンドに増減が見られたことから，Ort
ドメインの一部が流動相へ相転移しているのかもしれない(データは省略する)。 
また，角層の細胞間脂質構造の温度依存性にはヒステリシスがあることが示された(図 3-9, 
10)。35°C よりも 45°C に昇温させた方が，室温に戻したときのヒステリシスが大きくなる
ことを示唆する結果を得たが，これは先に述べたように 45°C まで昇温させることで Hex
と Ort 間での成分の交換が促進された結果 Hex2ドメインが形成され，再度 Ort0へ相転移
させることが困難であることが考えられる。さらに，回復能に関する実験から，分のオー
ダーである程度元の構造へ戻るが，それ以上の回復には長時間必要であることを示唆する
データを得た(図 3-11)。この結果もまた，上述したように緩和の早い成分は Ort0→Hex1→
Ort0の過程を経験し，一方緩和の遅い成分は Ort0→Hex2→Ort1の過程を経験していること
が考えられる。 
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図 4-6. 緩和による Ort および Hex ドメインの分布の様子 
 
 
 
  
25°C と 40°Cに温度ジャンプを繰り返すことでHex2ドメインの
形成が促進され，25°C に戻したときに Ort0 と比べわずかに格
子定数の大きい Ort1ドメインが形成されていると考えた。 
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4-5. 皮膚表面温度と経皮水分蒸散量 
 
最後に，皮膚バリア機能と構造の間の関係について議論する。近年，Ortの存在率がTEWL
と相関していることが示唆された[37]。そこで，Ort から Hex への相転移が生理学温度付
近で生じることから，皮膚表面温度を変化させ脂質配列構造をコントロールすることで，
TEWL との関係を解明できるのではないかと考えた。 
図 4-7 は，前腕内側部の皮膚表面を 20°C から 40°C の間に設定したブロックバスに 3 分
間押し当て，室温に戻した直後の TEWL と皮膚表面温度の関係を示している。縦軸の
ΔTEWL は皮膚表面温度を変化させる前後での TEWL の差を表している。皮膚表面温度が
33°C 付近を境にして TEWL の増加率が異なる結果を得た。ΔTEWL 値の 0 近傍で変化し
ていることから，平常状態からの皮膚表面温度の変化が関係している可能性も考えられる
が，Ort から Hex の相転移温度付近で変化していることから，TEWL と脂質配列構造の相
転移が関係していることを示唆しているのかもしれない。 
 
 
 
図 4-7. 皮膚表面温度と TEWL の関係 
 
 
 
 
  
  
前腕内側部の皮膚表面を 20°Cから 40°Cの間に設定したブロックバス
に 3 分間押し当て，室温に戻した直後の TEWL を測定した。皮膚表面
温度を変化させる前後の差を ΔTEWL としている。 
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